














Abstract: Cystoseira  sensu  lato  (sl)  are  three  genera widely  recognized  as  bioindicators  for  their 
restricted  habitat  in  a  sub‐coastal  zone  with  low  tolerance  to  pollution.  Their  ecological, 
morphological and taxonomic features are still little known due to their singular characteristics. We 
studied seven species of Cystoseira sl spp. in Cabo de las Huertas (Alicante, SE Spain) and analyzed 






perennial  or  seasonal  behaviors.  Morphological  cladogram  detects  inter‐specifical  variability 
between  our  species  and  reference  studies.  Our  DNA  phylogenetic  tree  supports  actual 
classification,  including  for  the  first‐time  Treptacantha  sauvageauana  and  Treptacantha  algeriensis 
species.  These  data  support  a  complex  distribution  and  speciation  of  Cystoseira  sl  spp.  in  the 
Mediterranean, perhaps involving Atlantic clades. The high ecological value of our area of study 
merits a future protection status as a Special Conservation Area. 










have  been  dragged  by  the  currents  [2,6,7],  starting  a  new  colonization  process. Recent  research 
corroborates  the  polyphyletic  nature  of  these  algae,  distinguishing  three  genera  [8–10].  They 
comprise Cystoseira sensu stricto, Carpodesmia and Treptacantha. 
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As an engineering  species  they  form dense meadows on  rocky  substrates up  to 100 m deep 
[2,5,11,12]. They are widely recognized as bioindicators for their restricted habitat in the sub‐coastal 
zone  and  low  tolerance  to  pollution  [13,14]. Most Mediterranean  species  are  protected  by  the 
Barcelona (Annex II, COM/2009/585) and Bern Conventions (Annex I) and the INDEMARES project 
[15], a contributor  to  the expansion of  the Natura 2000 Network. They are also used  to assess the 
ecological  quality  of  the  coast  (CARLIT),  a  requirement  under  the Water  Framework Directive 
(2000/60/EU) for the conservation of good water status [13]. 
Cystoseira  spp.  have  a  high  morphological  plasticity  which,  with  recurrent  hybridization 
processes [2,16], makes taxonomic assignment of some species rather difficult [10,17,18]. Cystoseira sl 








Islands  [27–33]. Without  light  limitations,  the main  factor modifying  the  abundance  of  coastal 
communities  is  nutrient  availability,  which  depends  largely  on  hydrodynamism  [13,34]. 
Geomorphological  characteristics  of  the  substrate  (lithology,  slope,  depth) may  account  for  the 
environmental heterogeneity of the system, a key factor in algal distribution [35]. Inclination of the 









Our  hypothesis  stands  that  the  width  and  the  location  of  the  platform  of  Cystoseira  sl 
communities,  and  the  degree  of wave  exposure, will  affect  their  distribution.  These  factors  are 
directly  related  to  hydrodynamics,  and  therefore  to  nutrient  availability.  There  will  be  a 
differentiation  in horizons depending on  the width of the platform and the degree of exposure  to 
waves to which it is subjected. The aim of this study is to increase our knowledge of Cystoseira sl in 
SE  Spain  using  ecological, morphological  and molecular  tools. We  have  chosen  El Cabo  de  las 
Huertas, a well preserved natural coast amidst largely touristic developed shores. This area has been 
a Site of Community Importance since 2001 (ESZZ16008) because of the presence of a sandy seabed 
with well‐preserved  seagrasses  (Posidonia  oceanica,  Zostera marina  and  Cymodocea  nodosa), which 










sometimes  emerged;  the medium  horizon  is  between  these  two.  Cystoseira  sl  species  have  been 
J. Mar. Sci. Eng. 2020, 8, 961  3  of  18 
 
identified in situ and their semi‐quantitative abundance scored visually, as in Ballesteros et al. (2007). 
The  lowest value  (1) corresponds  to  isolated  individuals. Several  individuals  forming no patches 
score 2. For isolated patches, the abundance value is 3. For patches forming a discontinuous horizon, 
the value  is 4. A continuous horizon of  the same species of Cystoseira sl scores 5. Sixty‐one  linear 




the National Plan  for Aerial Orthophotography  (PNOA) of  the National Geographic  Institute  [43] 
was used as model to draw a map according to the real geography. 
2.2. Abiotic Factors and Spatial Variability of Cystoseira spp. 









Specimens were collected  in spring  (2018) using chisel and hammer, avoiding damaging  the 
basal structure and kept in 10% alcohol in seawater until analysis. A qualitative matrix using Primer 
7  software  [45]  with  15  phenotypic  characters  of  37  Cystoseira  sl  was  constructed  (Table  S2). 
Morphological data from samples described in Gómez‐Garreta et al. (2000) [45], Cormaci et al. (2012) 
[46]  and  Orellana  et  al.  (2019)  [9] were  recorded  as  reference  algal  groups.  A  cladogram was 









sorbitol,  50 mM MES  (sulphonic acid) pH 6.1, 10 mM EDTA,  2%  (w/v) PVP‐40, 0.1%  (w/v) BSA 
(Bovine Serum Albumin) and 5 mM ß‐mercaptoethanol) while stirring for 2–3 min. The mixture is 
filtered with Miracloth®  and  centrifuged  at  3000  g  for  2 min. Buffer A  is  removed,  the pellet  is 





20 min. After centrifugation  for 10 min,  the supernatant  is discarded and  the pellet washed with 
ethanol at −20 °C. Pellets containing DNA are resuspended in nuclease free water and stored at −80 °C. 
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2.5. Gene Amplification, Sequencing and Phylogenetic Analysis 











built  using  the  ‘Neighbor‐Joining’  method  [53,54]  and  phylogenetic  test  ‘Bootstrap’  with  1500 







quantitative  abundance  found  of Cystoseira  sensu  lato  in El Cabo de  las Huertas. Legend:  1: One 
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Table 1. PERMANOVA analysis of variables related with hydrodynamism (p‐value < 0.05). 
Source  df  SS  MS  Pseudo‐F  P(perm)  Uniq. perms 
Width  3  15,532  5,177.3  3,679  0.0002  4,986 
Wave exposure  2  14,298  7,148.9  5.08  0.0002  4,983 
Horizon  2  10,849  5,424.7  3.8548  0.0016  4,985 
Width*WaveExp  5  20,474  4,094.9  2.9098  0.0002  4,972 
Width*Horizon  6  5,638.4  939.73  0.66778  0.8234  4,974 
Horizon*WaveExp  4  6,531.8  1,632.9  1.1604  0.3108  4,982 
Width*WaveExp*Horiz  10  6,083.7  608.37  0.43231  0.9948  4,982 
Res  150  2.1109*105  1,407.3       
Table  2. A posteriori PERMANOVA  analysis  of  significant  interactions  of  variables  related with 
hydrodynamism (p‐value < 0.05).
Width*Wave Exposure 
Wave Exposure  t  P(perm)  perms 
Width = 0 (No platform) 
Med ‐ Low  1.9482  0.0438  2,246 
Width = Narrow 
Med ‐ Low  1.8362  0.0408  4,981 
Med ‐ High  2.5084  0.0008  4,990 
Low ‐ High  1.0787  0.3138  4,983 
Width = Medium 
Med ‐ Low  1.2407  0.2272  4,994 
Med ‐ High  1.7067  0.0532  4,989 
Low ‐ High  1.0416  0.3604  4,992 
Width = Wide 
Med ‐ Low  2.1585  0.0034  4,985 
Med ‐ High  2.1066  0.0052  4,993 
Low ‐ High  2.7538  0.0002  4,992 
Horizon 
Horizon  t  P(perm)  perms 
Prox ‐ Med  1.4607  0.0978  4,985 
Prox ‐ Distal  2,783  0.0004  4,986 

















(Figure  4).  For  instance,  C.  compressa  has  a  wide  distribution,  since  this  species  is  the  most 
environmentally tolerant of all found. With the largest ecological range, it is the most abundant and 
is nearly homogeneously distributed in all horizons of El Cabo de las Huertas (Figure 4a). C. amentacea 
var.  stricta and T. algeriensis are distributed positively with vectors,  therefore  to hydrodynamism. 
They have a slightly smaller ecological range, with irregular distribution (Figure 4 b,c). Meanwhile, 






































be differentiated with  increasing  similarity values. Similarities of more  than 85% prevent  species 
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Figure  5.  Single  linkage  cladogram  based  on  data  from Cystoseira  sl  built  using  the Bray–Curtis 
similarity matrix. Boxes correspond to current genus classification by Orellana et al., 2019 [9]: Blue = 
Cystoseira  sensu  stricto or Cystoseira‐I; Red = Treptacantha or Cystoseira‐II. Green = Carpodesmia or 
Cystoseira‐III. Label  legend:  (1): Gómez‐Garreta et al., 2010  [45].  (2): Cormaci et al., 2012  [46].  (3): 
Orellana et al., 2019 [9]. (*) Underlined: This study. 
3.4. Phylogenetic Analysis 
Our  DNA  protocol  completely  removed  Cystoseira  sl  secondary  metabolites  and  allowed 
template amplification with all primers used  (Figures S8‐S11).  In  this study, 30 Cystoseira sl DNA 



















Three  clades  (I–III) have  been  obtained. Cystoseira‐I  comprises C.  foeniculacea,  in  a  separate 
subclade, C.  compressa  and C.  humilis  together  in  a  further  subclade. Cystoseira‐II  includes  four 
differentiated  branches with  Treptacantha  spp.  species  (T.  abies‐marina,  T.  baccata,  T.  usneoides,  T. 
susanensis  and  T.  barbata).  The  latter  two  species  clustered  in  a  separate  subclade. Cystoseira‐II 
includes  sequences of T.  sauvageauana and T.  algeriensis  for  the  first  time. Both  sequences appear 









saturation  [57]  and  high  hydrodynamism  [13,27,31,37,58,59].  Consequently,  they  are  frequently 
found  in  rifts  and  other  exposed  places.  There  are  seasonal  species  which  have  their  optimal 
development during spring  [13]. The widespread distribution of C. compressa may  reflect  its high 






the  dominant  eastern waves  [65]  allowing  C.  brachycarpa  to  survive  under  these  conditions.  A 
coastline slope does not favor the presence of Cystoseira sl populations, as found in the Thyrrenian 
islands [66]. Slope degree has a close inverse relationship with those populations, since above 60° can 
highly  reduce  the  probability  of  settlement  of  these  communities.  Human  trampling  is  to  be 
considered because it takes place on coastal platforms during the summer season. Those coves with 
a high tourist influx have lower values of abundance and canopy of Cystoseira sl, indicating that they 





[2,8,16]. The high variability of T.  sauvageauana, C.  foeniculacea, C.  compressa  in our morphological 




in secondary and higher order branches of C. crinita would  lead  the  transfer of  this species  from 
Cystoseira‐III into Cystoseira‐I, in which all species are characterized by the absence of this type of 
appendages. The latest studies indicate that there are many exceptions to this character, reinforcing 
the  need  to  combine morphological with  phylogenetical  studies  [9].  Like  any  other method  of 




our  clades  Cystoseira‐II  (Treptacantha)  and  Cystoseira‐I  (Cystoseira  sensu  stricto)  are  closer 








C.  tamariscifolia/C.  amentacea  clade.  Therefore,  future  studies  should  be  aimed  to  resolve  these 
phylogenetic relationships. We have generated for the first‐time sequence data from T. algeriensis and 
T. sauvageauana which support that both species are well differentiated and separated from the rest. 
This would  also  agree with  their  different morphology  and  ecological  preferences  [45,46].  The 
challenge of understanding their taxonomy may reside in the recent and continuous speciation of 
these  genera  in  Mediterranean  Sea  [2,61,72],  their  adaptative  convergence  or  possible  genetic 








and  high  algal diversity  in  the  shores,  this place  should  be  a  Special Conservation Area  (SCA), 
integrated  in  the  Natura  2000  Network  (EU  Directive  92/43/EEC).  The  inclusion  of  Cystoseira, 
Treptacantha and Carpodesmia genera in El Cabo de las Huertas Community Importance Site would 
also be a great achievement for the conservation of marine natural habitats of the Spanish Levant 
















Supplementary Materials: The  following  are  available online  at: www.mdpi.com/2077‐1312/8/12/961/s1. S1: 



















Maximum  likelihood phylogenetic  tree obtained with Nearest Neighbour  Interaction on mt23S sequences of 
samples from Sargassaceae family. Values of branches represent maximum likelihood bootstrap support values 
(>50%). Cystoseira  sl samples sequenced  in  this study  labelled with 1 or 2. S13: Figure. Maximum  likelihood 
phylogenetic tree obtained with Nearest Neighbour Interaction on tRNA‐Lys spacer sequences of samples from 
Sargassaceae family. Values of branches represent maximum likelihood bootstrap support values (>50%). Samples 
sequenced  in  this  study  labelled with  1. S14: Figure. Maximum  likelihood phylogenetic  tree obtained with 





investigation, A.B.  J.‐P.;  resources, A.B.  J.‐P.  and L.V.L.‐L.  ; data  curation, A.B.  J.‐P.; writing—original draft 
preparation, A.B. J.‐P.; writing—review and editing, M.T.‐F., F.L.‐M., L.A.‐B. and L.V.L.‐L.; visualization, A.B. 
J.‐P.;  supervision,  L.V.L.‐L.; project  administration, M.T.‐F.  and L.V.L.‐L.;  funding  acquisition, L.V.L.‐L. All 
authors have read and agreed to the published version of the manuscript 









family Fucaceae  reveals  relationships  and  recent drivers of  a marine  radiation. Evol. Biol. 2011,  11, 371, 
doi:10.1186/1471‐2148‐11‐371. 
2. Draisma, S.; Ballesteros, E.; Florence, R.; Thibaut, T. DNA Sequence Data Demonstrate the Polyphily of the 












7. Boudouresque,  C.  Marine  biodiversity  in  the  mediterranean  status  of  species  populations  and 
communities. Sci. Rep. Port Cros Nat. Park 2004, 20, 97–146. 
8. Bermejo, R.; Chefaoui, R.M.; Engelen, A.H.; Buonomo, R.; Neiva, J.; Ferreira‐Costa, J.; Pearson, G.A.; Marbà, 
N.; Duarte, C.M.; Airoldi, L.; et al. Marine  forests of  the Mediterranean‐Atlantic Cystoseira  tamariscifolia 
complex show a southern Iberian genetic hotspot and no reproductive isolation in parapatry. Sci. Rep. 2018, 
8, 10427. 
J. Mar. Sci. Eng. 2020, 8, 961  15  of  18 
 
9. Orellana, S.; Hernández, M.; Sansón, M. Diversity of Cystoseira  sensu  lato  (Fucales, Phaeophyceae)  in  the 
eastern Atlantic and Mediterranean based on morphological and DNA evidence,  including Carpodesmia 




Mediterranean  Region  Based  on  Mitochondrial  Sequences.  PLoS  ONE  2019,  14,  e0210143, 
doi:10.1371/journal.pone.0210143. 
11. Cheminée, A.;  Sala, E.;  Pastor,  J.;  Bodilis, P.; Thiriet, P.; Mangialajo,  L.; Cottalorda,  J.M.;  Francour, P. 
Nursery value of Cystoseira forests for Mediterranean rocky reef fishes. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 2013, 442, 70–
79, doi:10.1016/j.jembe.2013.02.003. 






















of  the  Genus  Cystoseira  (Fucales,  Heterokontophyta).  Estuar.  Coast.  Shelf  Sci.  2011,  92,  347–357, 
doi:10.1016/j.ecss.2011.01.008. 
21. Thibaut, T.; Blanfuné, A.; Boudouresque, C.F.; Verlaque, M. Decline and local extinction of Fucales in the 
French  Riviera:  The  harbinger  of  future  extinctions?  Mediterr.  Mar.  Sci.  2015,  16,  206–224, 
doi:10.12681/mms.1032. 
22. Susini, M.; Thibaut, T.; Meinesz, A.; Forcioli, D. A preliminary  study of genetic diversity  in Cystoseira 










uplift,  sea‐level  high‐stands  and  climate  changes.  Mar.  Geol.  2003,  194,  103–133. 
http://dx.doi.org/10.1016/S0025‐3227(02)00701‐6. 
26. Terradas‐Fernández, M.;  Botana  Gómez,  C.;  Valverde  Urrea, M.;  Zubcoff,  J.;  Ramos‐Esplá,  A.A.  The 
dynamics  of  phytobenthos  and  its  main  drivers  on  abrasion  platforms  with  vermetids  (Alicante, 
Southeastern Iberian Peninsula). Mediterr. Mar. Sci. 2018, 0, 58–68, doi:10.12681/mms.14143. 
J. Mar. Sci. Eng. 2020, 8, 961  16  of  18 
 
27. Ballesteros,  E.  Structure  and  dynamics  of  the  Cystoseira  caespitosa  Sauvageau  (Fucales,  Phaeophyceae) 
community in the North‐Western Mediterranean. Sci. Mar. 1990, 54, 155–168. 

































of  plastid  protein‐coding  rbcL,  psaA,  and  psbA  region  comparisons.  J.  Phycol.  2004,  40,  921–936, 
doi:10.1111/j.1529‐8817.2004.03160.x. 
40. Coyer, A.; Hoarau, G.; Le‐Secq, M.; Stam, W.; Olsen, J.L. A mtDNA‐based phylogeny of the brown algal 
genus  Fucus  (Heterokontophyta;  Phaeophyta).  Mol.  Phylogenet.  Evol.  2006,  39,  209–22, 
doi:10.1016/j.ympev.2006.01.019. 




42. European  Commission:  Natura  2000  Network.  Available  online: 
https://natura2000.eea.europa.eu/Natura2000/SDF.aspx?site=ESZZ16008#6 (accessed on 5 August 2020). 
43. Plan  Nacional  de  Ortofotografía  Aérea:  Instituto  Geográfico  Nacional.  Ministerio  de  Transportes, 
Movilidad  y  Agenda  Urbana.  Gobierno  de  España.  Available  online:  http://www.ign.es/wms/pnoa‐
historico?request=GetCapabilities&service=WMS (accessed on 7 August 2019). 


























55. Felsenstein,  J. Confidence Limits on Phylogenies: An Approach Using  the Bootstrap. Evolution 1985, 39, 
783–791, doi:10.2307/2408678. 
56. Celis‐Pla,  P.S.M.;  Bouzon,  Z.L.; Hall‐Spencer,  J.M.;  Schmidt,  E.C.; Korbee, N.;  Figueroa,  F.L.  Seasonal 






















65. Puertos  del  Estado.  Predicción  de  viento  y  oleaje:  Boyas  y  Mareógrafos.  Available  online: 
http://www.puertos.es/es‐es/oceanografia/Paginas/portus.aspx (accessed on 22 August 2019). 

























75. Díaz‐Valdés, M.; Abellán, E.;  Izquierdo, A.; Ramos‐Esplá, A.A. Estudio preliminar de  comunidades de 
macroalgas de la franja litoral rocosa de la Comunidad Valenciana dentro de la Directiva Marco del Agua. 








© 2020 by the authors. Licensee MDPI, Basel, Switzerland. This article is an open 
access article distributed under the terms and conditions of the Creative Commons 
Attribution (CC BY) license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). 
 
